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Schimrnels vormen een zelfstandige groep binnen de eukaryoten met hun eigen
morfologische fysiologische eigenschappen. Een kenmerk van de eukaryoten is dat
zij, in tegenstelling tot de prokaryoten (o.a. bacteriën), een kern bevatten. In de kern
wordt de erfelijke informatie opgeslagen in de vorm van genen, Elke cel bevat
dezelfde genetische informatie. Echter, in een gedifferentieerd organisme zullen in
verscheidene celsoorten en op verschillende tijdstippen maar een aantal genen actief
zijn. Deze differentiatie in gen activiteit bepaald de diversiteit van cellen, die goed
onderzocht kan worden in een relatief eenvoudige eukaryoot als de schimmel
Schizophy llum commune.
S. communc is een meer-cellige organisme waaryan de kolonie (het
mycelium) is opgebouwd uit vertakte celdraden (hyfen); S. commune behoort daarom
ook tot de zogenoemde filamenteuze (draadvormige) schimmels, dit in tegenstelling
tot de één-cellige gisten. ln de natuur groeit S. contmune op dood hout waarin hij
binnen dringt op zoek naar voedsel, maar deze schirnmel is vooral belangrijk door
het gemak waarnree hij onderzocht kan worden in de laboratoria.
Bij ,S. communc worden twee primaire celtypen onderscheiden; het
monokaryon (met één kern per cel) en het dikaryon (met twee kernen per cel). Het
dikaryon wordt gevormd na een kruising van twee monokaryons met verschillende
"nrating-type" genen A en B. Bij het dikaryon kan sexuele morfogenese plaats
vinden, vruchtlichamen (paddestoelen) worden gevormd waarin sporen gemaakt
worden en de levenscyclus begint opnieuw doordat uit de sporen weer monokaryons
worden gevormd.
In hoofdstuk I wordt in het kort beschreven hoe men denkt dat de interactie
tussen de verschillende "mating-type" genen verloopt en wordt een overzicht
gegeven van recente ontwikkelingen betreffènde hun moleculaire structuur. Verder
worden onderzoeken samengevat die de processen van de morfogenese van
respectievelijk het monokaryon en het dikaryon behandelen. De grootste
mortblogische verschillen tussen het monokaryon en het dikaryon treden op na 4
dagen groei in een oppervlaktecultuur. Dan worden emergente structuren gevorrnd;
in het monokaryon wollig luchtmycelium en in het dikaryon de al eerder genoemde
vruchtlichamen. De genen die het Íneest actief zijn tijdens deze processen zijn in het




Het onderzoek beschreven in dit proefschrift is erop gericht het
karakteriseren van de eiwitten die gecodeerd worden door de bovengenoemde genen
en hun biologische functie op te helderen. Drie genen (Sc1, Sc-3 en Sc4), waarvan de
basenvolgorde reeds bekend was, genoten onze belangstelling omdat zij samen
verondersteld werden verantwoordelijk te zijn voor de produktie van ongeveer 5-
l0% van alle eiwitten tijdens de emergente groei (dat ongeveer 100 keer meer is dan
de gemiddelde genproduktie). Een opmerkelijke feit is dat deze eiwitten grote
overeenkomsten vertonen met betrekking tot hun primaire structuur
(aminozurenvolgorde), dit ondanks de verschillen in regulatie. Scl en Sc4 eiwitten
komen alleen tot expressie in het dikaryon terwijl het Sc3 eiwit in zowel het
monokaryon àls het dikaryon tot expressie konrt. Deze eiwitten zijn relatief klein
(ongeveer 100 aminozuren lang) en bijzonder hydrofoob (wateraistotend) en werden
daarom door ons hydrofobines genoemd. Bovendien bevatten de hydrofobines
allemaal een bepaalde volgorde van aminozuren (signaal-sequentie) die
verantwoordelijk is voor hun uitscheiding door de schirnmel.
In hoofdstuk 2 wordt beschreven hoe, vanuit de kennis die verkregen werd
van de primaire structuur, de lokalisatie van de hydrofobines bepaald kon worden.
Peptiden werden gesynthetiseerd op basis van de afgeleide aminozuurvolgorden en
ingespoten in konijnen die hiertegen antilichamen produceerde. Na het isoleren en
opzuiveren van de antilichamen konden ze gebruikt worden om respectievelijk het
Scl en het Sc4 eiwit bij S. commune te herkennen. Echter het verkrijgen van
specifieke anti l ichamen tegen synthetische peptiden atgeleid van de
aminozurenvolgorde van het Sc3 eiwit was niet succesvol. Met behulp van de Scl-
en Sc4-antilichamen werden deze eiwitten gelokaliseerd in de celwand van het
dikaryon en hun uitscheiding in het nedium werd gekoppeld aan de trjd en de plaats
van de vorming van vruchtlichamen.
Om de eigenschappen van de hydrofobines verder te onderzoeken was
identificatie noodzakelijk. Dit wordt in hoofdstuk 3 beschreven. Onze strategie was
om eiwitten te markeren met een radioactieve label (5S; en de eiwitpatronen van
verschillende stammen, waarvan bekend was dat ze wel of niet hydrofobines
maakten, te vergelijken. Verrassend genoeg vonden we geen verschil tussen de
eiwitpatronen maar we merkten op dat er in stammen die verondersteld waren veel
hydrofobines te maken, ongeveer de helft van de radioactiviteit niet geëxtraheerd
kon worden. Dit leidde tot de conclusie dat de hydrofobines geassembleerd zijn in de
celwand van de schimmel en niet oplosbaar zijn in de hete zeep-oplossing (SDS) dat
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gebruikt werd voor de eiwit-extractie. Het was pas na extractie met (per)mierezuur
of triflu-oroacijnzuur dat de hydrofobines voldoende gedissocieerd konden worden om
gescheiden te worden op een polyacrylamide gel. Hier na bleek inderdaad dat de
hydrofobines wel in grote hoeveelheden voorkomen en de reden waarom ze niet
eerder ontdekt zijn ligt in hun karakteristieke onoplosbaarheid in de meest gebruikte
oplosmiddelen.
Analyses met celwanden van respectievelijk emergente- (in lucht groeiende)
en submerse (in medium groeiende) structuren wezen uit dat de hydrofobines alleen
in emergente structuren assembleren en dat submerse hyfen deze uitscheiden als
kleine moleculen in het medium. Het blijkt dat een hydrofoob/hydrofiel interfase
(zoals de lucht/water interfase) nodig is orr assemblage van de hydrofobines te
veroorzaken.
Het verdere onderzoek richtte zich vooral op het Sc3 hydrofobine. Omdat het
verkrijgen van specifieke antilichamen tegen dit eiwit m.b.v. synthetische peptiden
niet slaagde werden antilicharnen opgewekt tegen het hele eiwit, geïsoleerd vanuit
het mediurn van het monokaryon. Hoofdstuk 4 beschrijft de isolatie van het Sc3
eiwit en de analyse van de verkregen antilichamen die specifiek het Sc3 eiwit
herkenden zowel in geassembleerde vorm op de celwanden van luchthyfen als ook
het gedissocieerde eiwit.
In hoofdstuk 5 gaat de aandacht uit naar een andere gen-familie van S.
commltne, de ScTlScl4 familie. Deze genen zijn alleen actief in het dikaryon en de
door hun gecoderende iwitten onderscheiden zich van de hydrofobines vanwege hun
alom hydrofiele eigenschappen. Verrassend genoeg blijkt dat deze eiwitten een
verwantschap (homologie) tonen met o.a. pathogeniciteit-gerelateerde eiwitten (PR1)
uit planten, die geproduceerd worden bU een aanval van pathogenen (o.a.
schimmels).
Omdat het Sc7 gen het meest actief is, concentreerde de studie zich op
lokalisatie van het Sc7 eiwit. Met behulp van antilichamen, opgewekt tegen een Sc7-
fusie eiwit, werd het Sc7 eiwit gelokaliseerd in het medium en in de extracellulaire
matrix binnen het vruchtlichaam.
In hoofdstuk 6 wordt de genetische regulatie van de expressie van het Scj
hydrofbbine gen besproken. Een mutatie in het IFIN gen onderdrukt de vorming van
emergente structuren in S. communc en tegelijkertijd de expressie van het Sc3 gen.
Dit werd aangetoond met RNA analyses.
l l 5
l 16 Samenvalting
Ook een mutatie in de B mating-type genen leidt tot groei zonder emergente
structuren. Deze mutatie veroorzaakt constitutieve activiteit van de B mating-type
genen in een homokaryon. Een morfologie identiek a n deze mutant wordt verkregen
na e€n kruising van twee monokaryons met dezelfde z4 mating-type genen en
verschillende B mating-type genen. In beide gevallen wordt de expressie van het Sc3
gen teniet gedaan. Een belangrijke conclusie uit dit werk is dat het Sc3 gen
onderdrukt wordt door de activiteit van de B mating-type genen. Op basis hiervan
wordt de hypothese naar voren gebracht dat de expressie van het Sc3 gen in het
dikaryon gepaard gaat met een afwijking van de dikaryotische toestand van de cel.
Deze hypothese wordt ondersteund oor de exclusieve lokalisatie van het Sc7 eiwit
en het Sc3 eiwit in de verschillende emergente structuren van het dikaryon zoals
beschreven wordt in hoofdstuk 7.
In hoofdstuk 8 wordt de scheiding van de 11 chromosomen van S. commune
met behulp van CHEF-electroforese beschreven. De doelstelling hiervan was alle
geïsoleerde genen van S. com.munc te lokaliseren op afzonderlijke chromosomen. Uit
dit werk blijkt dat de Sc1 en Scy' hydrotbbine genen op de grootste chromosomaal
DNA liggen en het Sc3 hydrofobine gen op chromosoom 10, samen met Sc7 en
Sc14. Bovendien laat deze techniek zien dat de B mating-type genen niet, zoals
eerdere genetische analyse suggereerde, gekoppeld zljn aan heÍ ural gen.
De resultaten beschreven in dit proeftchrift hebben geleid tot meer inzicht in de
regulatie en functie van eiwitten betrokken bij emergente groei van ,S. commune .
Verder onderzoek zal zich richten op de karakteristieke eigenschappen van deze
eiwitten en de verdere analyse van de regulatie van de coderend genen.
